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Description 

La pr&©ne invention est refcttive d des G^quences oligonucf&rticliques utffisables pour la mise en oeuvre de 
niques tfampliftoalion de sequences nud^iques ep^crfiques de r6troviai5 dtomunod^ence humaine du type HIV ou 
de retrovirus d1mmunod6f id ence du singa du type SIV. 

L-invention conceme en particulier I'applicaticn de ces sequences ^ des m^odes de diagnostic in vitrQ chez 
Itonma de llnfection tfun indivkJu par un r6troviais du type HIV (actuelloment HIV-1 etfou HIV-2). 

Llsclement et la caract6risaticn de retrovirus legroiiife sous les designaticns HIV-1 et HIV-2 ont etd dfoits dans 
les damandes de brevet europden n"> 85/905.513.9 et n« 87/400.151.4 respetaivamanL Ces rtoovtne ont 6t6 Isolds 
Chez plu^eurs malades prfeentant des symptflmes rfune lymphadenopalhie cu dim Syndrome d'immunoderrcience 
Acquise (SID;^. 

Les rdlrovims du type HIV-2 comme les rtawiriB du type HIV-1 , se caract6risenl par un tropisme pour les lyn^o- 
cytes T4 hunr^ns el par un em cytopaihofldne d regard de ces lymphocytes lorequ'Bs s'y multiplient, pour alors causer 
entre autres des polyBdenapathtes g6n6rBilsees et persislantes, ou un SIDA. 

Un autre reiroviriB, denomme SIV-1, cetle d&iomiration renpla^ant ia denomination anterieurement connue 
STLV-III. a eie isoie chez le singe macaque rhesus (M.Q DANIEL et al. Science, 228, 1201 (1985) ; N.L LETWIN et a! 
Sdence, 230, 71 (1 985) sous I'appeDatbn 'STLV-lllmac'}. 

Un autre retrovirus, designe "STLV-IIIaqm". (ou SIVaqm) a 6te isoie chez des singes verts sauvages. Mais contrai- 
remenl aux virus presents dhez le dnge macaque rh6«js, la presence de STLV-IIIagm ne semble pas indufre une mala- 
die du type SIDA chez le ^e vert d'Afrique 

Pour b oommodite du langage, ces virus ne seront pli£ designes dans ce qui suit que par Texpression SIV 
(re3q3ression SIV est I'abrevlaiion anglalse de 'Simian Immunoddicency Virus* (Virus dlmmunodeTidence du singe) 
eventueDement suivie d'une atyeviation d6signant re^>ece de ^ge donl ils sont tesus par exenple "MAC" pour le 
macaque" ou "AQM" pour le singe vert tfAfrique (abrevialion de "African Green l\tonkBy"). 

Une souche du retrovirus SIV-1 Mac d ete deposee ^ la C.N.C.M le 7 fevri^ 1986 sous le n' I-S21. 

La pour^ite de i'etude des retrovims HiV-1 et HIV-2 a 6galement conduit k Pobtention de sequences d'ADN com- 
piementaires (ADNc) des ARN de ieur genome La sequence nucieotidique complete d'un ADNc d'un retrovirus repre- 
sentalif de la dasse HIV-2 (HIV-2 ROD) a ete deposee le 21/02/1986 d la C.N.C.IW. sous le n- 1^, sous le nom de 
reference LAV-2 ROa 

De m&ne, la sequence nud&Jtidique complete d'un ADNc cTun retrovirus representatif de la dasse HIV-1 est 
derate par WAIN HOBSON. SONIQO. COLE. DANOS et AUZON dans CEII Qanvier 1 985). 

Egalanentpour la commodite du langage, les virus du type HIV-1 et HIV-2 seront parfci6d6sign6s dans ce qui suit 
parFexpressionHIV. 

Les methodes de diagnostic iaidim des infections par des virus du type HIV- 1 ou HIV-2 odstanl actuellement font 
appel e la detection d'antioorps Alsm-HIV-l ou anti-HIV-2 eventuellement presents dans un preievement biologique 
(bioprfe) ou dans un f hjide biologiqua. par axemple dans un s6rum olatenu e partff du patient k I'etude. par mise en 
contact de ce fluide biologique avec des extralts ou antigenes d^lV-1 ou d'HIV-2. dans des condilicns permettant la 
production d*une reaction Immunologique eventuelle de ces extraits ou antigdnes avec ces anticorps. 

De teiles methodes de diagnostic risquent d'etre fiaussemeni negatives, en particuGer dans le cas d'une ^ifecfion 
recente d*un individu par les virus du type HIV. 

Les tediniques d'ampliflcation genique sont rfun appoint considerable pour la mise au point de methodes de cfia- 
gnostic in vitro particuiierement sensa^les de maladies virales. Pamii ces techniques d'ampiif icat'on genique, on peut 
dter la technique PGR (Polymerase Chain Rraction) tefle que decrite dans les denondes de brevet eurapeen n*" 
86/302.29a4 du 27/03^986 et n" 87/300.203.4 du 09^1/1 987. ou encore la technique <fite "Qpreplicase" decrite dans 
Biotechnology, vol.6, page 1 197 (octobre 1988) et celle proc6danl k Taida d'une ARN polymerase (T7RNA polymerase) 
decrite dans la demands de brevet International n» W089«)1 050. Ces tediniquas pemnettent d'am6Dorer la sensa>iDt6 
de detection d^ acides nudeiques des virus, et necessitent rutilisation d'amorces de synthese epecil^es. 

Pour la recherche des virus du type HIV, le dralx des amorces est probi6matiqua En efPet du fait de la grande 
variabilite des sequaices de nucleotides du genome viral, une amorce confbrme k la sequerice connue d'un isolat 
donne d'un virus du type HIV peut faiDir k rampOTicalion de certains varianls viraux du type HIV D'autre part m§me ^ 
une amorce est chcisie dans une region conservee du genome d*un virus HIV e un autre, son tjon fonclionnemenf 
n'est pas pour autant assure et peut donner Geu k de mauvais rendements tfamplrfication. 

La presents invention foumit predsemant des anrarces oGgonudeotidiques permettant entre autres, rampiifica- 
tbn, notamnient e des fins (Sagnosttques, du genome de tous virus du type HIV et SIV, avec des rendemaits ampe- 
res comme maxinrum dar^ I'etat actual de la technique et surlout 6vitant la presence de nombreises t»ndes 
aspeofiques. 

Les arnorcesde la presentelnvenlfon sont ft la Ibtespecffk^ues des virus du groups Hl^^ et/ou des vims des grou- 
pes HI V-2 et SIV. et sont Insenslbles aux variations du genome de ces vimsw 

La presente invention a pour ot^et des amoices oligonucieotidiques, d'environ 15 e 30 nucleotides, utii^ables pour 
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I'amplrftcation g^omique des virus du type HIV-1 eVou du type HiV-2 et SI V 

L'invention concerne toute stance nuddotidiqije caract^i&^e en ca que ea sequence : 

- eoit est choteie parmi oelles qui Gont oontenues dans l*une des s^ences nud^otidiques comprises dans les 
g^es gag, vpr et pol des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, HIV-1 Bi, HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les gtoes nef2, 
vif2 et vpx des virus HIV-2 ROD, et SIV MAC. ou dans les gdnes env, nefl , vif1 et vpr des virus HIV-1 Bru, HIV-1 
Mai, et HIV-1 ED, et plus partlcuDdrement parmI celles qui sont contenues dans les enchaTnements nucldotidiques 
dmsd-apr^ 

- soil (notamment pour les sequences les plus longues) corrtJent I'une des sequences nudtotidlques susdltes Issues 
de HIV-1 Bru, ou HIV-1 Mal, ou HIV-1 ED ou HlV-2 ROD ou SIVMac , ou contient une sequence nuddotidique com- 
pl6mentaire de Tune de ces demidres sequences, ^tant entendu que les nudSotides suppldmentaires dventuete 
qui "d^orderrr la sequence nucldotldique du genre en question, du cOI6 des eDetr6mit6s 3' ou 5", oolticident de prd- 
f^OTce avec ceux qui se trouvent places &\ degcl des extr^mit^s 5' ou 3' oorrespondant au sein mSme de la 
s^uence oonnpldte des virus du type HIV-1 , HIV-2 ou de SIV MAC, sus-ntantlonnds, 

- si cette siquence nucl6otidique n'est pas identique h l*une des s^uerices nud^oticSques susdttes, ou n'est 
pas ccmpl^mentaffe de rune de ces s^ences, est n^anmoins susceptODle de sTiybrider avec une s^uence 
nuddotidique issue des vins HIV-1 Bru,Hi V-1 Mal, HIV-1 Eli, et^ou avec une s^enca nud6otidlque Issue d|u virus 
HIV-2 ROD ou SIV MAC sus-mentionnte. LHybridation peut s'effectuer d une temperature de 60°C ± 1*C (de pr6- 
f^ence GO*>C ± 0,5'>C), prdconis^e pour un optimum da randement 

La num^rotation das nuddotides men1ionn6s d^lessous correspond k oelle utlGs6e dans le manuel de r6f6rence 
"Human Retrovims and AIDS-1989" 6dit6 par le "Los Alamos Natior»l Ijaboratory- New Mexico - USA". 

(Les stances des virus HIV-1 Mal. HIV-1 Eli ont ^d^crites par MONTAGNIER, SONIQO, WAIN-HOBSON et 
AUZON dans la demands de brevet europ6en n"" 86.401380 du 23/D6/86). 

Les s^uencee de ilnvention sont synth^is^es sur synthdtiseur commerc^isd par Applied Bioeystems (methods 
phosphoro-amldHes, ou sur tout autre appareil uUlh^ une mMiode senrt)lable. 

Linvention concerne plus particutl^rement les s^uences oGgonudMicfiques caract^rte^es par les enchsfne- 
ments nud^otidlques suivants (repr^ent^s <ians le sens 5* 3'; les Initiales "S" et "AS" indiquent si roDgonudtotide 
est sens ou antisans, c'est-d-dire si I'ollgonuddotida est orients respectivement dans le sens 5'0-> 3* ou dans le sers 
30^50: 

V) sequence communes aux genomes des vinjs HIV-1, HIV-2 et SIV (les s^es de diiffres espac6es d^jn trait 
indiquent la position des nud6otides sur las genomes oorre^ndant respectivement aux vims HIV-1 Bm, HIV-1 
Mal. HIV-1 Eli, HIV-2 ROD el SIV) : 

s^uences spdcifiques du gftne gag du g6nome des virus sus-mentionnte (gdne codant pour un groupe d'anti- 
g^nes sp6df iques du nud6o%de de ces virus). 

Certalnes variantes peuvent dtre apporttes sur cartalnes positions des s6quences nudMidiques Indi- 
qudes d<les80us, sans que les propridtds dtvybridation de ces sequences nuddotidiques avec les g^es des 
virus du type HIV et^ou SIV soient affectdes. Les sequences nudtotidiques comportant ces varies sont 
repr6sent6as ervdessous des sequences nudMidic^es Initiales dont elles d6rivent par remplacement d'une 
ou plusieurs laases. Les bases mocfif i6es par rapport £i ceiles des s^uences nuddotidiquee initiales sont indi- 
qudes en toute lettre k la vertlcale des positions con-espondant aux bases qui ont 616 ramplacdes dans ces 
s^u^ices initiales ; tandis que les bases des s^qu^ces initiales qui n'ont pas 616 remp!ac6e6 dans les 
s6quences comportant ces variances sont Indiqu6es 6 TakJe depdntOI6^ 

La synthase des amorces se M en utDlsant toutes les variantes dnnjitBn6ment Cest le m61anga de tou- 
tes les variantes pour une sequence donn6e qui est u0is6 dans les tests. 
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MHyi : TG6 CGC CCG AAC A66 GAC 
T. 

S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 
MNy2 : GGC CAG GGG GAA AGA AAA A 

... .C. .C 

A. . 

3,854-872,864-888,848-872,1160-1184, 1124-1148 
MKy3 : TGC CCA TAC AAA ATG TTT TA 

AS, 900-881, 916-897,900-881, 1212-1193, 1176-1157 
I0Cy4 : TGC ATG 6CT GCT TGA 76 
A C ..G 

AS,1385-1369, 1419-1403, 1385-1369, 1703-1687, 1667-1651 
MMy4B : CIT TGC ATG GCT GCT TGA T6 

..C A ... ..C ..6 .. 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 
MHy4Bbls : CAT CAA GGA 6CC ATG CAA AG 
..C ..6 ... ..T ... ..G .. 
S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 
NHy28 : AGG CCT GTT GGA AAT GT6 6 
6 ... . 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024-2042, 2329-2349, 
2299-2318, 
lIMy28blB : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 

G ... . 

• • C ... . 

AS, 2039-2021, 2073-2055 , 2042-2024 , 2349-2329, 
2318-2299 

sequences cpiciliques du gdne vpr 

MM]rl8 : GAT AGA TGC AAC AAO OCC CAG 

S, 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233-6296, 
6147-6170, 
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MHyl9 : TCC ATT TCT TGC TCP CCT CTG T 
AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834 
6551-6531, 6454-6431, 



s^uances spteiflques du g6ne pd : 
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MMy29 : TAA AGC CA6 G»A TGG AT6 GCC CAA 

A. ... 

S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971-2994, 
2887-3010 

MMy29bl8 : TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

... .T, 

AS, 2643-2620, 2638-2615, 2607-2584, 2994-2971, 
3010-2887, 
«Hy30 : TGG ACT GTC AAT 6AC ATA CA6 AA 
..T ...... 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690-3712, 
3606-3628, 

MHySObls : TTC T6T AT6 TCA TTG ACA GTC CA 

T ... ,. 

AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712-3690, 
3628-3606, 
WySl : CAT GGG TAG CAG CAC ACA AA6 G 

S, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534-4555, 
4450-4471, 

MMy31bis I CCT TTG TGT GCT 6GT ACC CAT 6 

AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555-4534, 
4471-4450, 
10fy32 : TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 
A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, 5340-5359, 
5256-5275, 
MHy32bla : ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 

T 

C 

AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359-5340, 
5275-5256 



2») sequences oommuneB am gfinomes das vims HIV-2 et SIV (les s6ries da chiffras espactes dm trail frKfiquent 
la position des nudtetides sur les genomes correspcndant re^jectivement aux virus HlV^a ROD. at SIV*IAC). 

sequences spdcaiques du gdna neS (oodant pour un facteur ndgatif de 27 kO) 
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MKyla : A6A GAC TCT T6C G66 06C GTG 

8, 9165-9185, 9139-9159, 
HMyi3 t ATA TAG TTA 6AA AAG GAA 6AA 66 

S, 9542-9564, 9516-9538, 
MMyl3biB : CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 

AS, 9564-9542, 9538-9516, 
Wiyi4 : A6C T6A GAC A6C A66 GAC TTT CCA 

AS, 9956-9933, 9893-9870, 



8 sp^dfiques du g^ne vif2 (codant pour un fadsur dinfectiositd de 23 kD) 

lDly20 : TAT CGA GGA G6A AAA GAG ATG GAT A6T 

S, 5424-5450, 5340-5366, 
MMy21 I TAG CAC TTA TTT CCC TT6 CTT T 

8, 5754-5775, 5670-5691, 
MHy21bls : AAA GCA AG6 GAA ATA A6T GCT A 

AS, 5775-5754, 5691-5670, 
MHy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA 6TA T 
AS, 6082-6061, 5995-5974, 

3S 

s^ences sp^dfiques du gtoe vpx (codant pour una proMine da 12 kD) 



MMy23 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 
8, 5900-5918, 5813-5831, 

HMy24 : CCT GGA G66 GGA GGA GGA GGA 
AS, 6228-6208, 6141-6121, 



s^encei 

20 



25 



90 



3 *) S^uences oommunes aux genomes des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, et HIV-1 ED (les adriea de chifFres eapa- 
c6es d'un trait indiquent la position des nucltetides sur les genomes oo r re spo ndant respectivenient aux virus HIV- 
1 Bru. HIV-1 MAI et HIV-1 Bi). 

55 stances spteiflquesdugftneenv (codant pour les proidlnesd'envaloppe) 
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HlfyS : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT 6CC CC 

S , 6905-6930, 6903-6928, 6860-6885 
MMySbls : G66 6CA CAA TAA TOT ATG GGA ATT G6 

AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 
MHy6 : AAT 66C AGT CTA GCA GAA GAA GA 

8,7055-7077,7053-7075,7010-7032 
KHy7 : ATC CTC A66 AG6 6GA CCC AGA AAT T 
S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 
MHy7bls s AAT TTC TG6 6TC CCC TCC T6A GGA T 
AS, 7384-7360,7373-7349,7330-7306 
10^8 : GT6 CTT CCT GCT 6CT CCC AA6 AAC CC 

AS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 
MMySbis : GGG TTC TT6 GGA GCA GCA GGA A6C AC 

S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 
MlCy9 : ATG GGT G6C AAG TG6 TCA AAA AGT AG 

A 

8,8844-8869, 8836-8861, 8787-8812, 
I0fy9bl8 : CTA CTT TTT GAC CAC TT6 CCA CCC AT 

AS, 8869-8844, 8861-8836, 8812-8787, 
10^8 : TAT TAA CAA GAG ATG GTG G 

8, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 
MMy89 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 
10ly89bla : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213, 8185-8167, 



sequences sp6c3iquK du gdne nefl 

HHylO : AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 
Ml^lObis I TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 
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MMyll : AAA GTC CCC AGC GGA AA6 TCC C 

AS, 9503-9483, 9505<-9484, 9449^-9428, 



sequences sp6cffiques du gdne vff 1 

HHyl5 : GAT TAT GGA AAA CA6 ATG GCA G6T GAT 
S, 5073-5099, 5068-5094 ^ 5037-5063, 

HH/16 : GCA GAC CAA CTA ATT CAT CTG 7A 

S, 5383-5405, 5378-5400, 5347-5369, 

MMyl6bls : TAC AGA T6A ATT AGT TG6 TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 

MHyi7 : CTT AAG GTC CTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617, 



sequences sp^cifiquee du vpu 

Hlly25 X GTA AGT AGT ACA T6T AAT GCA ACC T 
S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 

MHy26 t AGC AGA AGA CA6 TG6 CCA TGA GAG 

S, 6240-6263, 6238-6261, 6207-6230, 

MMy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285, 



Llnvention a 6galement pour ob]el las s^c^encas (oy amorces) poss^darrt una stmcture nudtetidiqije oompl^ 
mentaire de celles des amorces d6f iniea d-dessim. 

Be oonceme ^Element les sequences nucl6otidiques pr^sentant certaines mutations par rapport k caOes d6f i- 
nies d-das^ sans que les propridtted'hybrldatlon, tellasqued6flnies d-desajs. de cas s^uances solent modtfldes. 
Le pourcentage de nud^des diff6rents de ceux constitiiant les s^ueiKes dtoites d-dessus, sans pour autani affec- 
ter las propridtte d'hybridation das sequences de llnvention, peut attelndre 40 %. 

D*une mani^re g^^rale, dans le cas d'une amorce (primer) sens (S), un plus grand ncnnbre de mutations seront 
tol6r6es du cOtd 5" que du 3* de ramorce. le cOtd 3* davant s'hyt^rider parfaitememt avec un brin d^tarmlnd d'une 
s^uence nud^tque pour permettre ramplif ication de cette scenes. Dans le cas d'une amorce anti-sens(AS), la td6- 
rance est pennise du dM6 3'. 

Llnvention a 6galement pour ofcjet les amorces telles qua d6f inles d-dessus ei oomportant une conservation tTsu 
mdns 5 bases de diac^e cOtd, la partie mddlane comportant dee modifications, sans que lee propri6t6s d'hybridation 
d^essus solent modlfldes. 

Une des caract^ristiques des amaces digonudtotidiques de ronvention est de donner une tende d'ampfflication 
natta d^pourvue gdndraiement da bandas aspteif iques lorsqua las Indications techniques dutilieallQn d6crttasdans la 
pr^sente Invention sont mises en oauvre. Ce lalt est dO d la longueur des anvDices pouvant attelndre 27 bases ce qui 
accroTt la spdcff icrtd dliybridation, aind qu*aux conditions d*utiDsatk>n drastiques qui permettent d'dliminer les as^a- 
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tions parasHee, La sp§caitit6 pour chatjue type de viais est fcnctioa outre du pourcentage d'hcmolofiie avec la matrice 
de r^^rence, de b longueur des amorces, qui peuvent atteindre, pour un rendement aoceptafcrie, jusgu'd 40 bases. 

Llnvention s'6tend 6galement aux amorces telles que dtoites d<lesais li^es au niveau de leur exlr6mit6 Shun 
pnomoteurpour la mise en oeuvre tfune m6thoded'amp!9ication g6nomique par synthase de multiple copies d'ADN ou 
d'ARN tene qua dtorte dans la deniande da brevet eurcp6enne n» 8M07.102.9du 01/0a^OT8. 

Llnvention a notammenl pour objet rutilisation des amorces d^crites ci^essus pour mise en oeuvre d'un pro- 
c6d6 d'anpHlMlicn g^ue ds sequences nudfilques de virus du type HIV-1 et^ou HiV-2. ettou SIV. ce proc6d6 tent 
appficaWe au cSagnosticinviteade rmfecticn potentielte d\in individu par un virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 ou rfUn ani- 
mal par au nrtdfB run des trds vims (HiV-l , HIV-2. SIV). 

Cette m§ttiode de diagnostic lojatm de Pinvention est r^aHs^e k partir d'un 6chantiIlon bloiogique (par axemple un 
fluide bidogique tel que le s^rum, les lymphocytes du sang drculant) cbtenu k partir d'un patient d l'6tude, et comprend 
principalenient les tepas ajfvantes : 

■ une tepe d'axtraction da Tadde nucldiqua k d6tecter ^)part8nanrt au g6nome du virus du type HIV-1 etfou HIV-2 
et^ou SIV 6ventuellement present dans I'^chantiDon biologique 6us-mentionn6, eije cas 6ch6ant, une 6tape de trai- 
tOTent d ['aide dtine transcrqjtase inverse dudit adde nud^ue si ce dernier est sous forme d'ARN afin d'obtenir 
un adde nud6ique double brin (celte demidre tepe tent encore dds^nde d-dessoi£ par tepe de r6lro-trans- 
cr4>tion de TARN voraf), 
un cyda comprenant les tepes sutvantes : 

d6naturalion de Tadde nucteiqua double brin k dtecter . ce qui conduit k la fanmation rfun adde nud^ique 
dmple brin, 

hybridation de chacun des brins tfacide nud6ique, oblenus Icrs de l'6tape de d&iaturatton pr6o6dente. avec 
au molns una amorce salon Hnvenlion, par mise an contact des brire sus-mentionn6s avec au molns un cou- 
ple d*amorces selon nnvention dans les conditions dHybridation d^inies d-dessous, 
fornr»tion k partir des amorces des ADN oompldmentalres aux brirs sur lesquels aOes sont hybrid6e5 en pre- 
sence d'un agent de polymerisation (ADN polym^se) et de quatre nud^osides triphoepiiate (dNTP) difF6- 
rents, ce qui conceit k la formation d'un plus grand ncmbre d'ackJes nud^iques double brin k d^tecter qu'A 
I'dtape de ddnaturatlon prte^ente, 

ce cyde tent r^te un nombre de toisdternfiin6 pour obtenir ladta sequence nuddique k dtecter tontuelle- 
ment pr^sente dans r6chantiIlon bfologtque dans une proportion sufiieante pour permetlre sa dtecfion, 
* ""o 6tepe de detection de la presence dventueOe de Fadde nud6ique appartenant au g6nome du virus du type 
HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dans i'ddiantillon biologiqua 

L'tepe dliybridation dtotte d-dessus est avantageusement r^is^e k 60«C pendant 1 mfriule 30 secondes dans 
le tampon "10 X ixifler" doni la conposition (en concentration finale d'utilisation) est indiqu^ d-dessoua 

La mdthode de diagnostic io^itEgde nnvention peut 6tre rdalis^e sdt k partir do I'ARN viral, soit k partir de I'ADN 
compl6m&itaire, 4)i8omial ou int^rd. 

En effet. les genomes des vims HIV et SIV se prfeentent sous forme d'ARN ou d'ADN en foncSon de la localisation 
du virus dars Tcrganisnie. 

Lorsque le virus est situd k Hnt^rieur des cellules de I'organisme. notamment k ilntdrieur des cellules sanguines, 
son ARN est reoopi6 en ADN par une transcriptase Inverse. En revanche, le gfinoma des virus du type HIV en mlDeu 
extracellulaire. notamment dans le sang, demeure eoixs forme d'ARN. 

L'tepe d^extraction selon I'lnvention de I'ADN viral oontenu dans les cellules de I'ddiantjilon bidoglque pr6can!s6e 
par les inventeurs - outre la methods das^ue au ph6nol chioroforme - pr6sente les tepes sulvantes : 

. suspenaon du culol ceDulaire dans 0,5 ml d'eau pyrdls^e dans un Potter gros pteton, 

broyage des cellules dit par "^ler et retour". 

acQonction Triton XlOO pour 1 ooncentratian finale de 0,1 %. 

d^naturation d iadialeur durant 15d 25 moiutee k 100^'C 

centrifugatfon oourte pour n'^iminer que les debris cellulaires, 
. pr6dpila1icn da PADN durant la nuit k -20'C par afionction de 2.5 volumes rfteand absolu et de 10 % du volume 

final d'actete de socfium 3 Molaires. L'ADN e^ ensuite rdcup^rd puis resuspendu dans I'eau pyrdysde aprds avoir 

te Iav6 2 fois par de l'6thanol d 70^ D est d noter que cette m6thode pemiet la prddpltatlon oonjdnte des ADN et 

des ARN, ce qui autorise la dtection du message g^nomique des vuus de types HIV ou SIV utiEsation de la 

mAthode dlte "PGR dlrede ADN" ou par celle dite de -PCR-ARN". 

L'tepe d'extnaction de TARN viral est g^telement €llectu6e de mani^re dassique oonnue de Thomme de FArt 
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Apr^s extraction de TARN, une 6tape suppl^mentaire de tra n s fo r ma t io n de TARN, monobrin en ADN double brin 
est n^essaire d effectuer lorsque le (^agnostic invHra de invention est r^isd & partir d'^chantiDons biologiques con- 
tenant les virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dont les genomes sent sous forme d'ARN. 

Cette transformation de TARN en ADN est r6alis6e par traitement de TARN obtenu apr^s extraction de l'6chantilion 
6 bioloqique, notamment du s6rum, dans un milieu appraprid k Taide d*une trarecriptBse inverse. 

Llnvention a plus particuG^rement entre autres pour objet une m^thode de diagnostic in vftro tefle que d^nie ci- 
desais, dans iaquella I'^tape de r6tro-transcription de i*ARN viral est r6alte6e de ia manfdre suivante : 

- 1 0 |ig d'ARN extralt re&uspendu dans de i'eau est mis en pr6senca du oiupte d'amorces k la concentration de 40 
10 \M chacun, dans un volume final de 40 fil. LensemUe est d6na1ur6 k 1 0O^'C durant 1 0 minutes puis plongd dans 

de I'eau glaode, 

- i'on reyoule 10 ^1 du m6lange aivant : 5 |ti du tampon "10 X buffer" d6crlt d-dessous + 1 unitd de reverse-trans- 
criptase (d'AAAV (Avian Myelobiastosis Virus) ou de IMuMLV (Moloney Leukemia Virus)) + 1 untt6 de Tag-polym6- 
rase + 1 du melange des 4 dNTP d 25 mM chacun + de I'eau Q.S.P. 1 0 [J. Le volume final est done de 50 ^J. 

16 

Cette reaction s'effectue en deux stapes : 

- a) l^re 6tape : fatuication de PADNc par action de la r^erse transcriptase k 42*^ durant 13 minutes, 

b) 2kmB 6tape : arrfslificafion gdnique dassique; on chauffe k 95^C durant 3 minutes pour ddtruire la rdverse-trans- 
20 criptase et permettre r^tape de d^ehybridation/^1ybridation, puis on d^nwre le cycle d^crit pr6c6demment pour 
i'amplffication gdnique, 

Linvention a plus particuli^ement pour objet une m^thode de diagnostu: in vitro telle que d^crite d-dessus, dans 
laqueDe I'dtape de ddnaturation est r6alis6e en presence du (ou des) ooup!e(s) d'amorces (ou de primers) de llnven- 
ss tion. En effet. comme il a 6td prdcis6 d-dessi^ une des caractdristiques des digonud^otides (ou primers), de I'inven- 
tion est de donner une bande d'ampllf Ication netle, d^urvue g6n6ralement de bandes aspMI Iques, lor&qulls sont 
ut3is^ dans les conditions qui miivent : 

- hybridation : les primers (1 ^1 d*une solution k 40 ^molaire (40 |iM) da chaque primer) sont mis en prfeence de 
30 I'ADN-matrice (1 00 k 300 ng) pour la premiere dtape de d^aturation-r6assodation ; on chauffe, durant 10 minutes 

k 100*^C puis on plonge les tut>es oontenant ce mitange d'ADN-malrice el de primers dans de I'eau contenant de 
la glace afin d'augmenter le taux de r6asK>dation ADN-matrice/t^rimers. Les primers doivent fitre utiGs^s k une 
concentration firiale dans rdtape d'anrplificalion qui suit de 0,8 ch^ 

- ampFrficHtlon : on ajoute au milieu pr6c6dent les 4 A dNTP diacun 6tant utilise k 0,5 ^molairs en solution finale (SO 
35 p,[), et une unit6 de Taq-potym6rase pour un mlBeu r^actionnel de 50 fiJ ; cette 6tape est rdafis^e dans un tampon 

^amplification de la prdsente invention, g6n6ralemenit ddsignd sous le nom de "10 X tsuffer" dont la composition 
(iorsqull est d0u6 au 1/10*) est la suivante : Tris-HCI, pH 8,9 : 50 mM ; (NH4)2 SO4 : 15 mM ; IMgCI2 : 5 mIM ; p- 
mercapto-^thanol : 1 0 mM ; gelatine : 0,25 mg/ml. On addrtionne 5 ^1 de ce tampon et de Peau q.s.p. 50 |il au milieu 
prte^ent. 

40 

Les cydes d'amplffication K}nt r6alls6s de la mani^e suivante : 30 ft 40 cydes composes de : 

94''C durant 10 secondes (ddnaturatior}, 
60*'C durant 1 minute 30 (hytnic^on), 
45 . IS'^C durant 1 minute 30 (Elongation]. 

Le tout sera suivi par un cyde unique ft Ta^'C durant 15 minutes. 

La prdcteion des temperatures indiquEes ft ± 0,3'>C prfts, ainsi que leur stablDtE durant les diffftrents cydes, repr^ 
soitent des conditions essenttelles pour robtention des raidements maximum ainsi que Fabsence de bandes aq>to'- 
so fiques. 

La concentratton optimale d*AON est de 100 ft 300 ng pour de TAON ggnomique extrait de ceUules (de patients ou 
en culture, de mammifftres ou autree). 

II va da soi que les conditions qui prdcftdent reprdsentent des conditions optlmales pour un milieu rftactionnd final 
de 50 pJ. et que ces concfiticns peuvent 6tre modifiEes en fonction du volume f iruU du milieu rdactionnel. 
55 Luflllsallon de plusieurs coi^sles d'amorces diffdrents (ou coktalls de oouples) de I'lnventlon pennet sdt la detec- 
tion croisfte de plusieurs types de virus du type HIV et/ou SIV. soit la detection amuttande de plusieurs g^es d*un 
mfime virus du type HIV et/bu SIV. 

A titre d^exemple de couples d'amorces pr6fftr6s utiilsabtes dans le cadre de la pr6senrtB invention, on peut dter les 
couples d'amorces suivants : 
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- MMy1.MMy4, MMy2-MMy4, MMy1-MMy3, MMy18^WMy19, MMy4bi8-MMy28bi8, MMy28-MM/29biS. MMy29- 
MMy30b«. MMy31-MMy32bis, notamment pour le cfi^nostic invftro de llnfecticn cTun indhridu par HIV-1 ei/ou HIV- 

- MMyS-MMyS. MMy6-MM>r8. MMy7-MMy8, MMyS-MMyTbis, MMy6-MMy7biB. MMyS^VIMyll, MMy10-A4y11 
MMyg-MMylOWs, MMy26^WM^s. MMy8bis-MMy9bis, MMySbis-MMy89. MMy89bis^My9bis, MMylS-MMylA 
MMy15-MMy16bis. MMy16-MMy17. MMy25-MMy27. MMy26-MMy27, nolammait pour le diagnostic in vitro de 
Hnfection d'un individu par HIV-1 . 

- MMy20-MMy22, MMy20-MMy21bfe. MMySI -MMy22, MMy23-MMy24, MMy12-MMy1 4, MMy12-MiWy1 ^ pour le 
diagnose Invftro de Unfaction dun Individu par HIV-2. 

L'^enl de polym^risalion utilied dans I'^e d'^longaticn du cyde eti uno ADN polymerase Iharrostable. notam- 
ment la T&q polymerase, ranpflftosa da la firme j^lgdna ou toute ADNi5olym6rase thermostable pouvant dtre com- 
merdafi&ee. 

D*unB maniAro gdndrale, le cyde de la mAthode de diagnostic in vitro de llnvention est r^p^te entre 30 at 40 fais. 

La methode de diagnostic inyttTQ Hnvention permet §galement, en fonctlon cies couples d'amorces nudeotidi- 
ques utilises, de detecter s^ectivOTem les gen^ des vinis du type HIV et/6u SIV presents dans rechantiDon biologi- 
qu& 

Les couples d'amorces utiles, d litre d'exemples, pour la methode de tfagr^c gene par gene sus-mention- 
nee de rmventfon, sont Ik aiivants : 

- MMy1-MMy4, MMy2-MMy4, MMy1-MMy3. MMy4bls-MMyZ&is pour le gdne gag. 

- MMy18-MMy19 pour le gene vpr. 

- MiVfySMMyS. MMy6-MMy8. MMy7-MMy8, MMyS-MMyTbiS. MMyS^WMyTbiS, MMy26-MMy5bte, MMySbiS- 
MMySbis, MMy8bIsrMMy89, MMySSbis-MMySbis pour le gdne env. 

- MMy9-MMy1 1 , MMy9-MMy10bi8, MMyl 0-MMy 1 1 pour le g6ne n^l , 

- MMyl 5-MMy1 7. MMy15-MMy16bis, MMy 1 6^WMy1 7. pour le gdne vif 1 . 

- MMy20-MMy22. MMy20-MMy21 bis, MMy21 ■MMy22 pour vif 2, 
' MMy23-MMy24pourvpx, 

- MMy12-MMy14.MMy12-MMy13hte.MMy13HMMy14pou^ 

- MMy25HVIMy27.MMY26-MMy27 pour le gene vpu, 

- MMy28-MMy29bls. MMy29-MMyS0bis, MMy3a-MMy31 bis, MMySI -MMy32bis pour le gene pol. 

Toutafofe. les combinaisons entre primers "S" et "AS" decrites d-dessus ne sort par limitatives ^ peuvent fttra 
vari6es selon la d6^r de PutllisBteur. 

Les tallies des fragments nud6otidiques synthettees d raids des couples d'amorces sus-mentionnes e titre d'exem- 
ples. sent indiquees sur les tableaux I k XI suivants : 

(les cKffres indiques dans les tableaux d-dessous representent le nombre de nudeotid^ dee fragments synthetfees. 
et les Tirels" indiquent que les couples d'amorces testis ne permettent pas de caract6rlser les soudies virales corres- 
pondantes). 



Tableau I 





gag 


gag 




MMy1-MMy3 


MMy1-MMy4 


MMy2-MMy4 


MMy4biS-MMy2^iS 


HIVI-BFftJ 


265 


750 


5^ 


671 


HIV1-MAL 


282 


785 


556 


671 


HIV1-EU 


265 


750 


5^ 


674 


HIV2-ROD 


354 


845 


544 


663 


SIV 


343 


844 


544 


668 
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Tableau II 





env 


env 




MMyS-MMy7bis 


MMyS-MMy8 


MMy64/IMy7bis 


MMy&4MMy8 


H!V1-BRU 


480 


953 


330 


ao3 


HIV1-MAL 


471 


944 


321 


794 


HIV1-EU 


471 


941 


321 


791 


HIV2-R0D 










SIV 











Tableau ill 





env 


env 




MMy7-MMyS 


MMy26-MMy3>is 


MMy8bi8-MMy9bi6 


HIV1-BRU 


49B 


691 


1038 


HIV1-MAL 


498 


691 


1041 


HIV1-ELI 


495 


679 




HIV2-R0D 








SIV 









Tableau IV 





env 


env 




MMy8bls-MMy89 


MMydgbi5-MMy9bi8 


HIV1-BRU 


411 


646 


HIV1-MAL 


411 : 


649 


HIV1-EU 


411 


646 


HIV2-R0D 






SIV 







Tableau V 





nefl 


• nefl 




MMyg-MMy10bis 


A4My9-MMy11 


MMylO-MMyll 


HIV1-BRU 


293 


660 




HIV1-MAL 


302 


660 


388 


HIV1-EU 


296 


663 


'VIA 


HIV2-R0D 








SIV 
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Tableau VI 







nef2 




MMy1MVIMy13bis 


MMy12-MMy14 


MMy13-MMy14 


HIV1-BRU 








HIV1-MAL 








HIV1-EU 








HIV2-R0D 


400 


732 


415 


SIV 


400 


[ 755 


378 



Tableau vil 





vffi 


vHI 




MMy15-MMyia>is 


MMy15-IVIMy17 


MMy16-MMy17 


HIV1-BRU 


333 


603 


293 


HIV1-MAL 


333 


603 


293 


HIV1-EU 


333 


603 


293 


HIV2-R0D 








SIV 









TableajVIII 





vpr 


vif2 




MMy18-MMy19 


MMy20-MMy21bis 


M]Vly20-MMy22 


HfVI-BRU 


281 






HIV1-MAL 


281 






HIV1-EU 


281 






HIV2-R0D 


319 


352 


659 


SIV 


308 


352 


656 



Tableau D( 





vrf2 






MMy21-MMy22 


MMy23-MMy24 


HIV1-BRU 






HIV1-MAL 






HIV1-ELI 






HIV2-R0D 


3^ 


329 


SIV 


326 


3^ 
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vpu 


pd 


5 




MMy25-MMy27 


MMy26-MMy27 


MMy28-MMy29bi8 




HIV1-BRU 


263 


104 


623 




HIV1-MAL 


263 


101 


584 




HIV1-ELI 


263 


101 


584 


10 


HIV2-R0D 






666 




SIV 






712 



l^bieauXl 





pol 


pol 




MMy29-MMy30bi8 


MMy30-MMy31bi8 


MM/31-MMy32bi8 


HIV1-BF%J 


742 


869 


826 


HIV1-MAL 


742 


869 


826 


HIV1-EU 


742 


869 


826 


HIV2-R0D 


742 


866 


826 


SIV 


742 


866 


826 



30 II est d noter que grace k leur dieposition sur le genome. Ie6 pn'meis servant d ramplification peuvent €tre oombin^ 
de telle fagon quHs pauvant dire utilisfe comme sonde, soil aprds marquaga au ^ par kinaHon, soit pour l^ufOlsation 
dans la technique des sondes froides pour vM'ier la sp^crfidt^ de la bande damplification observ^e lors d\jne analyse 
par "Southern transferT. En plus de la ooni}inal8on classiqua des amorces pour qutin trolsi^e oltgonudtotide puisse 
servir de sonde Interne sp^cifique, II est d noter le cas particuller des gdnes uflAEpc et )dt26a22C dfl au chevauchement 

ss de ces g^nes, ce qui permet une detection croisSe En outre, lors dtjne analyse par s6quengage de I'ADN ampiif 16, ces 
dlgonucltetides peuvent fiitre utilises comme amorce sp6c9ique pour la DNA-polym^rase permettant un double 
s^uen^ge dans cheque sens, done une double lecture des sequences, leuant ainsi des ambigurtto ^entuelles 
d1nterpr6tation. 

Linventon a 6galement pour objet 1^ amorcee, tefles que d^ies ci^lessus, maiqud^ notamment de mani^ 
40 radioactive ou enzymatique. ainsi que leur utOi^on en tani que sondes nud^otidiques, notamment dans le cadre de 
la mdthode de diagnostic invftro teDe que dtoite d-dessus. 

Linvention a dement pour objet des digonudtottdes tels que dtoils d-dessus et conportant des sucres en 
conformation a De tels dlgonuddotides prdsentent la caraddrtstlqua dlnverser le sens da la double hdlica fomn6e 
avec la matrice (brin du genome du virus), cette double h6lice passant ainsi de I'^tat "S" d 1'^ "AS". 
4S Linvention oonceme aussi les dlgonuddctid^ dterits d-desajs dont certains nuddotldes soni mdthylte ettou 
Gomportent un ou plusleurs atomes de soufre notamment sur les adenines. De tels ollgonud6otides prteentent la 
caract^ristique d^augmenter la stabifitd de la double h^ice, et par consequent de mieux sliybrider avec le brin d'ADN 
ft amplifier. 

Linventon conceme ^galement les oligonuddotides tels que d^crits d-dessus et se pr&entant sous la ibmie dite 
so *de bases modif ides" comporlant des nud6otkle& sur lesquels sont greffte de fegon covalente des agents chromopho- 
res (mdtoiles aromatiqu^ pteuies telles que i'acridine orange), notamment selon la methods dtoite dans rartide de 
C. H^l^e paru dans *1a Vie des Sdences", comf^e-rendus, s6ne g6n6rale, tome 4, n^l , p. 1 7-37. De tels oGgonucl6o- 
tldes pr6sentent la caract6ri&tique d*dtre teflement d6tectables, notamment par fluorescence. 

Les digonud^tidee de I'inventlon sont dgalement utiGsabl^ pour la mise en oaivre d*une mWode de diagnostic 
ss InvHro de llnfection de singes (macaque, singe de mangabeys ou singe vert) par le virus du type SIV, cette mdthode 
reprenant les printipales caract6ristiqu6S de cdle dtoite d-dessus. 

Linvention a 6galemen1 pour objet des kits de diagnostic pour la mise en oeuvre des mdthodes de diagnostic In 
yjtlQ sus-mentlonntos. A tHre d'eocemple^ un Mt de diagnostic de la prdsente Invention comprend : 
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- au moins un ccuple d'amorces digonud^oMques eeion nnventjcn, chaque couple comprenant une amerce 
s'hybridant d I'un des brine de la sequence rfteide nud^ique d detect©". ^ une amorce s'hybridant avec le brin 
compl6nrterTtalre de ce dernier dars las oonditiors dM^es d-dessus, 

- des r^actifc approprife d la mise en oeuvre du cyde d'op6rations tfamplificafion, notanmient de I'ADN palym^rase, 
e! quatre nudfotides triphosphate dff^rentB, et le milieu r6adicnnel d6nomrn§ "10 X buffer" d6CTtt d^tessus. 

- une (ou plusfeuTG) sonde pouvant §tre n^rqu^e, notamment par racfioactivTtS ou paria technique des sondes froi- 
des, capable de sttybrkler sp6cif iquement avec la (ou les) sk|uence(s) rfaddes nud^iques anplH I6e(s) k dAtecter. 

Llnvention conceme aussi ItitiDsation des amorces de llnvention Indiqudes d^lessis pour la mise en oojvre d*un 
proc^d de synthase de prot^'nes oodles par les s^uences nuddotkfiques annplffl6es k I'aide de ces amorces. 

A trtre iOustratif, ce proc^d de synth^ de prol^ines oonprend l^ampHlcation de s^uences nud6otidiques des 
g6nomes des virus du type HIV ou SIV (codant pour une protttie d6temriln6e et ayant suW. le cas Achant. certalnes 
mod? icatons de lajrs nudfotides) par ntise en contact desdrtes sequences avec au moins un couple tfamon^es s^n 
Hnventlon dans les ccndHians d6crrteE d-dessus, suivie de la tradudbn de ces s^enc^ alnsi anpGri^es en prot^i- 
nes ; cetle demifere ftape est rfalisf e notamment par transtormalion de cellules hdtes appropites k I'aide de vecleurs 
contenant lesdites s^ences amplififes, et recuperation des prot6ines produiles dans ces cellule hdtes. 

Llnvwition conceme 6galement les polypeptides issus da la traduction des sequences (ou amorces) nucteotidl- 
quesde I'invention. 

Llnvention a dgalement pour objet rutilteation des amorces oftgonudtotidiques anfi-sens en tant qu'agents antivi- 
raux en general, notamment dans la lutte centre le SIDA. alnsi que des compositions pharmaceutiques contenant ces 
amorces anti-sens en assodatlon avec un vehicule pharmaceutiquemant acceptable. 

Llnvention oonceme egalemant les composiltons Immunog^es oorrfsrenant un ou plusieurs produSts de traduc- 
tion des sequences nudeotidiques selon rinveniion, et/ou un ou pludeurs produils de traduction dee sequences 
nudeolidiques amplSiees selon les procedds ddcrils d-dessus k partir des amorces def Inies selon llnvention, ces pro- 
duits de traduction etant assodes k un vehicule phammceutiquement acceptable. 

Llnvention conceme les antlcorps dirigds contra I'un ou p^sleurs des produHs de traduction ddcaits d-dessus (ou 
en d'autres termes, susceptSsles de former une reaction immunologique av^ un ou plusieurs prodults de traduction des 
sequences nudeotidiques selon rmvention. ou erKore un ou plusieurs produrts de traduction des sequences nudeoti- 
diques ampfifiees k partir des amorces d6f Inles selon I'invention) et leur utilisation pour la mise en oeuvre de methodes 
de diagnoaic inviiro de nnfection d'un Individu par un virus du type HIV-1 e^/bu HIV-2, ou d'un anin^ par au moins l\in 
des trds vims (HIV-1 , HIV-2, SIV) selon les precedes connus de Itiomme de PArt 

A titre iDustratif, une telle methode de dagnosfic in vitro selon Hnvention oomprend la mise en contact d'un echan- 
taion biobgiqije (notamment de serum) preieve chez un patient k retude. avec des anticorps selon rmvention, el la 
detection k Taide de tout precede approprie (notamment k I'aide d'anti-immunoglobulinos marqu6es) des complaxos 
immunologiques formes entre les antigens des virus du type HIV ou SIV evenrtuellement presents dans rediant'Don 
bleloglque et lesdits anticorps. 

Llnvention a egalement pour objet des kits de diagnostic invHro comprenant des anticorps sdon Hnvention et, le 
c»s echeant. des reactifs appropries k la mise en evidence de la reaction Immundogique fonnee entre lesdits anticorps 
et les antigenes des vine HIV ou SIV. 

Llnvention vise egalement un precede de prefanation des polypeptides mentionnes d-dessus. notamment ceux 
conea^pondant selon le cods genetiqua universel aux sequences (ou amorces) ncuieotldiques dec^ltes d-dessus, ce 
procede etant caract6ris6 en ce que, partant de preference de Taminoadde C-lerminal, Ton condense successivemem 
deux k deux les aminoacyles suocassifs dans fordre requls, ou des amtnoacyles et des fragments prealablement for- 
mes ^ contermnt dej& plusieurs residue aminoacyles dans Toidre approprie, ou encore plusieurs Iragments prealable- 
ment ainsi prepares, etant entendu que i'on aura eu soin de prot6ger au prealable toutas les Ibnctions reactlves portees 
par ces aminoacyles ou fragment k I'axceptlon des fonctlons amine de Fun et carboxyle de Pautre ou vlce^ersa, qui dd- 
vent normalemCTt intervenir dans la Ibmiation des liaisons peptidiques. notamment apres activation de la fonction car- 
boxyle selon les methodes connues dans la syntiiese d^ peptides et ainsI de aiite, de prodie en proche, jusqu'd 
radde amine N-temiinal. 

Par exemple on aura recoure k la tedinique de syrthdM peptidique en sduSon homogene decrite par Hou- 
benweyl dans "Meuthode der Organischen Chemie" (Methode de la Chme Organique) edite par E. vyunsdi, vol. 1 5-1 
et II, THIEME, STUTTQART, 1974, ou k celle de synihese pepticfique en phase sdide decrite par R.D. Marifield dans 
•Sdid Phase Peptide Synthesis" (J. AM. CHEM. SOC, 4§, 214^5154). 

Llnvention conceme egalement un procede de pr^>aration des sequences (ou amorces) nudeotidtques^iecrrtes 
d-dessus, ce precede comprenant les etapes sutvantes : 

- Inoibation de FADN genomlque. Isoie k partir dtin des vtns du type HIV ou SIV sus-mentionn6s, avec de I'ADNase 
I. puis addition d'EOTA et purffication par extraction au melange phenol/dilorafbnne/alcod Isoamylique (25/24/ 1) 
pumparrether, 
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- traitement de I'ADN ainsi extrait par do llsa R1 mdthylase en prdeence de OTT. et purification par extiacUon teDe 
quedtorteci-deseus, 

- incubation de i'ADN ainsi purrfid avec les 4 ddsoxynud^otides triphosphates dATR dCTP, dOTP, et dlTP &\ pre- 
sence de T4 ADN polymerase et d*ADN ligase de E. colL puis purification selon la m^thode dtaite ci-dessus, 

- le donage des acides nucl6iques airsi abterius dans un vecteur approprl6 et la r6cup6ra1ion de Taclde nud^ique 
recherche h raide d'une sonde appropriea 

Un precede de preparation particuCerement avantageux des sequences nucieotidiques de rinvention comprend les 
efapesajivantes: 

- la synthase d'AON en utileant la methode automatisee des p-cyanethyl phosphoramidite decrite dans Bloorganic 
Cheniistry 4; 274-325 (1986), 

- le donage des addes nudeiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et b recuperation de I'acide nudeique 
par hybridation avec une sonde appropriee. 

Un autre procede de preparation des sequences nudeotidiqu^ de llnvention comprend les etapes survantes : 

- I'assemblage d'oligonudeotides synthetises chlmiquement. pounojs & leurs extr^mites de sites de restriction diffe- 
rents, dont tes sequences soni compalibles avec renchaTnement en acides amines du polypeptide naturel selon le 
prindpe decrit dans Proc. Natl. Acad. Sd. USA. 80; 7461-7465. (1983). 

le donage des addes nudeiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie ert la recuperation de Tacide nudeique 
recherche par hybridation avec une sonde apprqsriea 

Ftevendications 

1. Ollgonudeotlde utDlsable en tantqu*amorca pour Famplfficailon de sequences d'aclde nucieique, caracteriseen ca 
que sa sequence est choisie parmi les sequences conservees et specifiques des genes gag. ^ qqI ou ^ des 
virus HIV-1 Bru. HIV-1 Mai, et HIV-1 Bl HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les genes n^, ^ etvQs des virus HIV- 
2 ROD at SIV MAC, ou pannl les sequences compldmentaires da ces dernieres. 

2. Ollgonudeotlde salon la ravendication 1, caracl6rlse en oe qui! contiemt une sequence oonsarvee et spedflque 
d*un gene choisi parmi les genes gaa ^ CQl ou ^dee virus HIV-1 Bru, ou HIV-1 Mai, ou HIV-1, Eli HIV-2 ROD 
et SIV MAC ou dans les gdnes iisf2, yif2 et ]^ des virus HIV-2 ROD et SIV MAC et des nudeotldes suppiemen- 
taires. ou contient una sequence nucieotldique oompiementaire da I'une de ces dernieres sequences. 6tant 
entendu que les nud totides suppiemattaires eventuate qui "deboidenf la sequence nudeotidique o^nsovee spe- 
dflque du gene en questioa du c6te des extremrtes 3' ou 5*. coincident de preference avec ceux qui se trouvent 
places en de^ des extremltes 3' ou 5* correspondant au sein meme de la sequence complete des genes des virus 
du type HIV-1, HIV-2 ou SIV susmentionnes. 

3. Ollgonudeotlde caracterise en ce que sa sequence est nuxjaiee par rapport e la sequence nudeotidique d'un oli- 
gonudeotlde selon la revendication 1 ou 2, et en ce qu'elle 5*hybride, k une temperature de 60*^ ± VC susdites, 
avec ledit oligonucleotide selon la ravendication 1 ou 2. 

4. sequences selon Tune quelconque des revendications 1 h 3, contenues dans le gene gag des virus HlV-1 Bru, HIV- 
1 Mai, HIV-1 Eli. HIV-2 ROD et SIV MAC, ces sequences etant caracterisees par les enchatnements nucieotidiques 
sulvants: 
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MMyl : TGG CGC CCG AAC AGG GAC 

T 

S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 
MMy2 : GGC CAG GGG GftA AGA AAA A 

... .c. .C 

A 

S, 854-872, 864-888, 848-872, 1160-1184, 1124- 
1148 

MMy3 : TGC CCA TAG AAA ATG TTT TA 
C.. T.T 

AS, 900-881, 916-897, 900-881, 1212-1193,1176- 
1157 

MMy4 ! TGC ATG GCT GCT TGA TG 

A C ..G .. 

AS, 1385-1369, 1419-1403, 1385-1369, 1703- 
1687,1667-1651 
MMy4B: CTT TGC ATG GCT GCT TGA TG 

..C A C ..... 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 
MMy4Bbis: CAT CAA GCA GCC ATG CAA AG 

..C . .G T ... ..G 

S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 
MMy28 : AGG GCT CTT GGA AAT GTG G 

G 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024^2042, 2329-2349, 
2299-2318, 
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MMy28bls : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 

G ... . 

C ... . 

AS, 2039-2021, 2073-2055, 2042-2024, 2349-2329, 
2318-2299. 



5. Sequences salon I'una quelconque das revendications 1 d 3. contenues dans la gdne upc das virus HIV-1 Bni, HIV- 
1 Mai, HI V-1 Ell, H IV-2 ROD et SIV MAC, ce» s^uences 6tant caraci^stes par tee enchalnements nucltetidlques 
sulvants : 

MMylS : GAT AGA TGG AAC AAG CCC CAG 

S, 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233- 

6296, 6147-6170, 
MMyl9 : TCC ATT TCT TGC TCT CCT CTG T 

AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834-5813, 6551- 

6531, 6454-6431. 



6. Stances salon Tuns queloonquadesrevendicallons ^kS, contanuas dans la qtoa pd das virus HIV-1 Bni, HIV- 
1 Mai, HIV-1 Eli, HIV^ ROD et SIV MAC, ces sequences 6tant caractftistes par les enchaHnements nucltetidiques 
suhrants: 

MHy29: TAA AGC CAG GAA TGG ATG GCC CAA 

A. ... 

S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971- 

2994, 2887-3010 
MMy29 bis:TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

... .T 

AS, 2643-2620, 2638-2615, '2607-2584, 2994- 
2971, 3010-2887, 
MMy30: TGG ACT GTC AAT GAC ATA CAG AA 

T 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690- 

3712, 3606-3628, 
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MMy30bi8 :TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CA 

7 

AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712- 

3690, 3628-3606, 
MHy31 : CAT GGG TAG CAG CAC ACA AAG G 

S, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534- 

4555, 4450-4471, 
MMy31bis :CCT TTG TGT GCT GGT ACC C3^T G 

AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555- 

4534, 4471-4450 
MMy32: TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 

.A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, • 5340- 
5359, 5256-5275, 
MMy32bis: ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 

T 

... C 

AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359- 
5340, 5275-5256. 



Sequences sebn lline quelconque das revandicaiions 1 a 3. contenues dans le gtaa vbu des virus HIV-1 Bru. HIV- 
1 Mai, HIV-1 EB. HIV-2 ROD & SIV MAC. ces s^uences &att caiact&is^ par les enchalinements nud^olk&iues 
sulvants : 

MMy25 : GTA AST AGT ACA TGT AAT GCA ACC T 

S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 

MMy26 : AGC A6A AGA CAG TGG CCA TGA GAG 

S, 6240-6263, 6238-6261; 6207-6230, 

MMy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285. 



Sequences salon rune quelconque das revandicaiions 1 & 3, contenues dans Is gdna as& das vine HIV-2 ROD st 
SIV MAC, cae stances 6tam caracUrisdes par lee enchaTnements nudfotidquas Guivams : 
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HMyl2 : RGh GAC TCT T6C 6GG CGC GT6 

S, 9165-9185, 9139-9159, 
MMyl3 : ATA TAG TTA GAA AAG GAA GAA 6G 

S, 9542-9564, 9516-9538, 
MMylSbis: CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 

AS, 9564-9542, 9538-9516, 
MMyl4 : AGC TGA GAC AGC A6G GAC TTT CCA 

AS, 9956-9933, 9893-9870. 



9. Sequences selon I'une queteoixiue des levendications 1 d 3, contenuesd^ RODet 
SIV MAC, cas s^uences 6tani caractArfedes par las enchaTnements nudtolidiques suivants : 

MMy20 : TAT GGA GGA GGA AAA GAG ATG GAT AGT 

S, 5424-5450, 5340-5366, 
MMy21 : TAG CAC TTA TTT CCC TTG CTT T 

S, 5754-5775, 5670-5691, 
MMy21bls: AAA GCA AGG GAA ATA AGT GOT A 

AS, 5775-5754, 5691-5670, 
MMy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA GTA T 

AS, 6082-6061, 5995-5974. 



10. Sequences selon lline quelconqije des revendications 1 ft 3, contanues dans le gfine yebs. des virus HIV-2 ROD el 
SIV MAC. ces sequences dtani caiactdrte^es par Ira enchaunements nuddotKJiques suivams : 

MHy23 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 

S, 5900-5918, 5813-5831, 
I4My24 : CCT GGA GGG GGA GGA GGA GGA 

AS, 6228-6208, 6141,6121. 



1 1 . ProcM6 d'anvltTication g^ique de sequences nud^ues de virus du type HIV- 1 , H IV-2 ou SIV rdalisd ft panir d\in 
^chaniOlon biologiqua. ca procMft oomprenant princlpalement les 6tapas suivantBS : 

- una dlapa d'axtradion de Tacide nuddlque ft dMedsr appartenant au g^oma du virus du type HIV-1 , H I V-2 
ou SIV, dventuellement prteent dans I'dctmntilion bioloqique susmentioniift, el, le cas tehtent, une dtape de 
IraHsmsnt ft raide d'una trarscrtptasa Inverse dudit adds nucl6ique sl ce dernier est sous forme d'ARN, 

- un cyde oomprenant les tapes sulvantes : 
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d^naturation do factde nud6ique double brm h d^tecter, ce qui conduit k la formation d\in acidd nud^ique 
simple brin, 

hybridation de chacun des bnns d'adde nud^ique, obtemffi lore de I'^tape de d^naturation pr6c6daite, 
avec au moins un ofigonudMide utilise oomme amorce, selon Tune des revendi^'ons 1 d 10, par mise 
en contad des brins susmentionnds avec au moir^ un couple d'amorces ajsmentionndes, 
fonnation h partir dee amoices des ADN compl6mentaires aux brins sur lesquete diee sent hybrid6e6 en 
prdsence rfune ADN polym6rase et de quatre nudtestdes triphosphate (dNTP) drff^rents, ce qui conduit 
k la tormatton d\in pius grand nombre tfaddes nud^iquee double brin d d^t^er qu'd r^tape de d^natu- 
ratlon pr6c6dente, 

ce cyde 6tant r^>6td un nombre de fois d^termin^ pour obtenir ladite stance nud^ique k d6tecter 6ventuel- 
lament prteante dans rdchantOlon bldoglque dans une propolion suff teante pour permettra sa detection, 

- une 6tape de detection de la presence ^ventuelle de i'adde nud^ique appartenant au genome du vsrus du type 
HIV-1 , HIV-2 ou SfV dans Pdchantillon biologiqua 

12. Proc6d6 selon la revendication 11. caract^*s6 en ce que I'tepe d'exiraclion de I'ADN viral compr^ les stapes 
suivantBs: 

suspension du culot cellulalre dsns 0,5 ml d'eau pyrolisdB dans un Potter gros piston, 

broyage dee cellules cfit par "aDer ^ retDuT, 

adjonction de Triton XlOO pour 1 concentration finale de 0,1 %, 

d^naturation k la chaleur durant 15 & 25 minutes k 1 0CC, 

centrifugation courte pour n'^Iiminer que lee d^'s cellulairee. 

prdcptation de I'ADN durant la nurt k -ZQ^'C par adjondion da 2,5 volumes d'dthanol absdu et de 1 0 % du 
volume fmal d'ac6tate de sodium 3 Molairea 

1 3. Proc6d6 selon la revendication 12, caract^s6 &} « que Ptepe de r^-transcription de I'ARN viral comprend lee 
dtapes suivantes : 

V. 

■ 1 0 fig d'ARN extrait resuspendu dans de l*eau est mis en presence du couple d'amorces k la conc^tration de 
0,8 ^M diacun, dans un volume fnnal de 40 |tl, I'ensamble est d6natur6 k 1 0CC durant 10 minutes puis plong6 
dansdel'eauglac^e, 

- I'on rajoute 1 0 ^J du melange suivant : 5 jiJ du tampon "10 X buffer" (comprerant lorsqull est dilud au 1/10* : 
Tfe-HCI. pH = 8,9 : 50mM ; {HH^ SO4 ; 15 mM ; MgOj : 5 mM ; p-mercapto-§thanol : 10 mM ; gelatine : 0,25 
mg/ml) + 1 unit6 de ramrse-lranscriptase + 1 unit6 de Taq-polym6rase + 1 jil du m6lange des 4 dNTP d 25 mM 
chacun + de I'eau Q.S.P. 10 pj, la fBt>rication de TADNc se fait par action de la reverse IranscriptBse k 42«C 
durant 1 3 minutes, puis on dmuffie k durant 3 minutes pour d^truire la reveree-transcriptase. 

14. Proc6d6 selon l\jne des revendicatione 11^13. carad^risd en ce que I'^tape de d^naturation est r6alie^ en pre- 
sence du (ou dee) couple(s) d'amorces selon Tune quelconque des rerendicatbns 1 d 10. 

1 5. Procddd selon la revencScation 1 4, caract6ris6 en ce qull est r^isd 6ans les condit'ons suivantes : 

- pour retape dtiytjridation, les amorces (1 |iJ d\ine solution k 40 (imdaire de chaque amorce) «>nt mises en 
pf6sanoa de rADN-matrice (100 li 300 ng) pour b premidre 6taipe de d6naturation-rtessodation, puis on 
chauffe, durant 10 m^utes k 100^ puis on plonge las tubes contenant ce melange dADN-matrice et d'amor- 
ces dans de I'eau contenant de la glaces les amorces Stent utiOs^es k une concentration finale ctetns I'Stape 
d*ampIrrication qui suit da 0,8 fiM chac^e ; 

■ pour retape d'ampOfication, on ajoute au milieu pr^c6d&ti les 4 dNTP chacun ^ant utilise k 0,5 pmolaire en 
solution finale (50 ^Q, et une unitd de Taqi}olym6ra5e pour un mOieu rtectionnel de 50 ^il ; cette 6tape 6tant 
r^is^ dans lelanpond'amplificatbnd^&ignd sous le nom de '10 X buffer" dont la composition est indiqu6e 
dans la revendi^on 14. 

1 6. Application du procW6 selon Tune quelcont^e des revenfications 1 1 a 15 au diaqno^ in vitro da Hnfection d'un 
incfivlcbj par un virus du type HlV-1. HIV-2 ou SIV ou d'un animal par un vims du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV 

1 7. ProcM6 expression de prat6ines oodles par les sconces nud^otldiquss du virus du type HIV-1 . HIV-2 ou SIV. 
amplif lables au nnoyen des oligonuddotides selon Tune quelconque des revendicatlors 1 d 1 0 oonprenant les 6ta- 
pesde 
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- mise en oontad d'au mom un couple <f oligonucleotides ^^ique8 d*un g^e choi^ parmi les gdnes gag. 
CfiL ^ yCLL n£!2, yff2 ou d*un retrovirus de type HIV-1 . HIV-2 ou SIV, ces oligonudeottdes r^pondant tk 
des sequences salon {"une quelconque des revendlcations 1 k 10, avec des sequences nucieotidlques issues 
du genome d*un virus de type HIV-1, HIV-2 ou SIV, dans des conditions permettant lliybridation de ces 
sequences avec les oligomjcl6oUdes, 

- amplification des sequences nucieotidiques contenues dans des genes gag, DOL VOL VDU. Ofif2. vif2 ou vpx de 
retrovirus de type HIV-1, HIV-2 ou SIV, k part'r des susdhs oOgonudeotldes selon le precede de Tune quelcon- 
que des revendications 1 1 & 1 5, 

- recuperation et traduction des sequences ainsi anplifiees pour obtenir de sequences de proteines. 

18. Compositions immunogenes comprenant un (ou plusieurs) pioduit(s) de traduction des oBgonudeotides repondant 
aux sequences nucieiques seion I'une quelconque des revendications 1 e 10, et/ou un (ou pludeurs) prodult(s) da 
traduction des sequences nucieotidiques contenues dans I'un des genes gaa t&2L ypL ygu, nsE2, vi12 ou vpx de 
retrovirus du type HIV-1, HiV-2 ou SIV amplifl6es par le procede selon Puna des revendications 11 d 15, aprds 
hybridation avec un couple d'oligonucieotides choisis pamti les oligonucltotides selon rune quelconque des reven- 
dications 1^10, specrfques d'un gene d'un virus du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV choisi parmi les genes gag, poL ^ 
YQji, De{2. yif2 ou ^eil et/ou un (ou pluaeurs) produ[t(5) d'expression obtenus par le precede selon la revendicaiion 
21. 

19. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode selon I'une des revendications 1 1 e 1 5 comprepant : 

- au molns un couple damorces oligonudeotidiques selon I'une quelconque des revendk^ons 1 e 1 0. 

- des reactifs appropries k la mise en oeuvre du cycle d'operations d*anplilication, notanment de I'ADN poly- 
merase, et quatre nucleotides triphosphate differents, 

• letampon'tOXbuffm^telquedecritdanslarevendicationD, 

una (ou plusieurs) sonde(s), pouvant fttre marquee(s), capable(5) de s'hfisrldsr svec la (ou les) sequence(s} 
d'adde nucieique ampGf iee(8) d detecter. 

20. Composition pour le traftement de maladies vlrales, notamment du SIDA, comprenant au molns une sequences 
nucieotidique anti-sens s^on I'une des revendications 1 e 10 en assodation avec un vehicule pharmaceutique- 
ment aoc^stable. 

21 . Anticorps susceptibles de former une reaction immunologique avec les produHs de traduction des oligonucleotides 
repondant aux sequences nucieiques selon Tune des revendications 1 k 10, et/ou un (ou plusieurs) produH(s) de 
traduction des sequences nucieotidiques contenues dans I'un des genes gaa QSL yCL VXIU. "ef2 . ^ ou ^ de 
virus du type HIV-1. HIV-2 ou SIV ampGfiees par la m6thode selon Tune queloonque des revendicatiors 4^15 
apres hybridation avec un quelconque oligonucleotide choisi parmi les oGgonudeotides selon rune quelconque des 
revendications 1 e 10, speclfiques d'un gene dun vims du type HIV-1 choisi parmi les genes gaa YBLL 
11^, yj^ ou vQo^ et/du un (ou plusieurs produit(8) d*expres^n oblenu(8) par le procede selon la revendication 17. 

22. Methode de diagnostic In vitro de Pinfection d'un Individu ou d'un animal par un virus du type HIV-1, HIV-2 ou SIV 
comprenant la mise en contact d'un echantillon biologique (notamment de serum) preieve Chez un patient e retude, 
avec des anticorps selon la revendication 21 , et la detectton des complexes Immunologlques 1brm6s entre les anti- 
genes des virus du type HIV-1 , HIV-2 ou SIV eventuellement presents dans rechantillon biologique et lesdits anti- 
corps. 

23. Kit pour la mise en oeuvre dijne methode selon la revendication 22, comprenant dee anticorps selon la revendi^- 
tion 21 et le cas 6cheant, des reactife appropries pour la mise en evidence de la reaction immunoioglqua formee 
entre lesdits anticorps et les ant^enes des virus HIV-1 , HIV-2 ou SIV. 

24. Solution tanpon ("10 x buffer^ utiiisable dans un procede d'ampltfication de sequences d*ac^e nucieique au 
moyen d^ofigonucieotidee selon I'une quelconque des revencScations 1 e 10, caracterise en ce qull comprend, 
lorsc^li est dilue en 1/1 Odme : 

- IKs - Hd, pH 8,9 ; 50 mM. 

- (NH4)2S04 ; 15 mM, 

- MgC^;5mM 

- p-mercapto-ethand ; 10 mM 

- gelatine ; 0,25 mg/ml. 
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